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La presente invention se rapporte au controle de Texpression des 
genes au cours du developpement de I'albumen. Elle conceme en particulier 
des sequences nucleotidiques prornotrices permettant une expression a la fois 
specifique a {'interface entre I'embryon et ['albumen e 1 preocce au coure du 
developpement de l'albumen. 

L'albumen, formation caracteristique de la graine des 
Angiospermes, est un tissu nourricier pour I'embryon. C'est un tissu complexe 
dans sa structure et son developpement," en particulier chez les cereales. La 
zone centrale de l'albumen consists.' en de larges cellules s vacuoles, qui 
stockent ies reserves d'amiaon et oe proteines, tandis que ia region entourani 
I'embryon se distingue par des cellules plutot petites, occupees en grande 
partie par du cytoplasme. On ne connaTt pas a ce jour la fonction de ces 
cellules appelees "cellules cytoplasmiques denses" (Schel et al, 1984). En 
1997, Opsahl et al ont identifte un gene exprime sp6cifiquement dans cette 
region restreinte autour de Tembryon de maTs, gene qu'ils ont d6nomme Esr 
(pour « Embryo Surrounding Region »). 

Les auteurs de la presente invention ont maintenant isole des 
sequences nucleotidiques prornotrices permettant une expression des 

seauences codantes auxquelles elles peuvent etre Hees. oui est specifioue de 
ia region de l'albumen entourant remDryon aans ies graines aes Angiospernieb 
et qui intervient en particulier dans les stades precoces du developpement de 
l'albumen. 

De telles sequences prornotrices sont particulierement utiles pour 
cibler ou reguler Texpression de genes d'interet. 

Dans le cadre d'une amelioration des plantes par transgenese, on 
peut lier de maniere op6rante une telle sequence nucteotidique promotrice a 
une sequence codant pour un gene d'interet. 

La construction nucl6otidique, pr6ferentiellement inseree dans un 
vecteur, peut etre utilisee pour transformer des cellules v6g6tales de maniere 
stable, de telle sorte que la plante ainsi transformee contienne dans son 
genome le gene d'interet associe a la sequence promotrice de invention. 
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Les graines qui se developpent, par fecondation, a partir de cette 
plante, contiennent egalement dans leur genome ce transgene. 

Du fait de son association a la sequence promotrice de 
('invention, ce transgene d'interet ne s'exprimera aue dans la region de 
5 I'albumen entourant Pembryon, c'est-a-dire dans les cellules cytoplasmiques 
denses telles que mentionnees precedemment. 

L'expression du transgene debute des les premiers jours apres la 
pollinisation, plus precisement des le quatrieme jour apres la pollinisation. 

Les sequences promotrices de I'invention peuvent etre 
ic avamageuserneru cnoisies parmi 'itt sequence, cornprenam les sequencer 
SEQ ID n° 1, n°2, n°3, n°4, n°5, n° 6, ou n° 7 ou toute sequence nucleotidique 
homologue de celles-ci. 

La sequence SEQ ID n° 1 correspond au promoteur du gene 

Esr1. 

15 La sequence SEQ ID n° 2 correspond au promoteur du gene 

Esr2. 

La sequence SEQ ID n° 3 correspond au promoteur du gene 

* Esr3. 

La sequence SEQ ID n° 4 correspond au promoteur du gene 

20 Esr4. 

L-G sequenct SLG IL ;. : ; .-i. r _ i u acrr\en; ce 
paires de bases sur SEQ ID n° 2 (nucleotides 1995-2493). 

La sequence SEQ ID n° 6 correspond a un fragment de 507 
paires de bases sur SEQ ID n° 3 (nucleotides 1202-1708). 
25 La sequence SEQ ID n° 7 est une sequence consensus de 265 

nucleotides, obtenue par comparaison entre les sequences SEQ ID n°1, n°2 et 
n°3. 

Par "sequence nucleotidique homologue", on entend toute 
sequence nucleotidique qui differe de la sequence SEQ ID n°1 , n° 2, n° 3 n° 4 , 
30 n°5, n°6 ou n° 7, par substitution, delation, et/ou insertion d'un ou plusieurs 
nucleotides, a des positions telles que ces sequences nucleotidiques 
homologues conservent la propriete de promoteur sp6cifique des sequences 
SEQ ID n° 1 a n° 7. 
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De preference, une telle sequence nucieotidique homologue est 
identique a au moins 70 % des sequences SEQ ID n° 1 a n° 7, de preference 
au moins 80 %, de preference encore au moins 95 %. 

L 'homologie est generalement deterrninee en utilisant un lopiciel 
5 d'analyse de sequences (par exemple, Sequence Analysis Software Package 
of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology 
Center, 1710 University Avenue, Madison, Wl 53705). Des sequences 
nucleotidiques similaires sont alignees pour obtenir le maximum de degre 
d'homologie (i.e. identite). A cette fin : il peut etre necessaire d'introduire de 
ic maniere arimcieiie aes espaces ^ 9«P^ »j ciarit la sequence. Une toit 
I'alignement optimal realise, le degre d'homologie (i.e. identite) est etabli par 
enregistrement de toutes les positions pour lesquelles les nucleotides des deux 
sequences comparees sont identiques, par rapport au nombre total de 
positions. 

is De maniere preferentielle, une telle sequence nucieotidique 

homologue hybride specifiquement aux sequences complementaires des 
sequences SEQ ID n° 1 a n° 7, dans des conditions stringentes. Les 
parametres definissant les conditions de stringence dependent de la 
temperature a laquelle 50% des brins apparies se separent (Tm). 

20 Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est d6finie 

par ia relation: 1 m-6!, 5+0,41^/0^-* 'rc,v^w^ v ^^ob^uiaUGU e;, cationt, - 
0,63(%formamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et al, Molecular 
Cloning, A laboratory manual, Cold Spring Harbor laboratory Press, 1989, 
pages 9.54-9.62). 

25 Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est 

definie par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les 
sequences asp6cifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation est 
approximativement de 5 a 30°C, de preference de 5 a 10°C en dessous de Tm, 
30 et les tampons d'hybridation utilises sont de preference des solutions de force 
ionique 6levee telle qu'une solution 6xSSC par exemple. 

Les differentes sequences nucleotidiques de Pinvention peuvent 
etre d'origine artificielle ou non. II peut s'agir de sequences d'ADN, obtenues 
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par criblage de banques de sequences au moyen de sondes elaborees sur la 
base des sequences SEQ ID n° 1 a n° 7. De telles banques peuvent etre 
preparees par des techniques classiques de biologie moleculaire, connues de 

I'homme de Tart 

5 Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent 

egalement etre preparees par synthese chimique, ou encore par des methodes 
mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences 
obtenues par criblage des banques. 

Les sequences nucleotidiques promotrices de ['invention sont de 
io preference oes sequences isoiees a pariif oe cereaies, er> paiucuiiei oe rna'is. 

Les sequences nucleotidiques promotrices selon la presente 
invention peuvent notamment etre isoiees par des methodes de PCR inversee 
ou de marche sur le genome (Devic et al , 1997). 

Les sequences nucleotidiques promotrices de I'invention peuvent 
15 en outre comprendre ou etre associees a un motif regulateur en cis 
CTACACCA, de preference repete en tandem, ou tout autre motif comprenant 
une ou plusieurs bases d^generees ayant la meme fonction. 

La presente invention a egalement pour objet une construction 
20 nucleotidiaue, appelee cassette d'expression, comprenant une sequence 

nucieotiaique promoince leiie que aeiirne preceafemh'ioLv ;.cc tubdior^ 

operante a au moins un gene d'interet. 

Ledit gene d'interet peut etre 6galement associ6 a d'autres 

elements de regulation tels que des activateurs et des sequences de 
25 terminaison de transcription (terminateurs). A titre d'exemple de terminateur 

utilisable dans de telles constructions, on peut citer Textremite 3 1 du gene de la 

nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens. 

Ledit gene dlnteret peut par exemple coder pour une proteine 

impliquee dans le developpement de Pembryon et/ou de Talbumen, la 
30 croissance cellulaire, le metabolisme des sucres (invertase) et acides gras, le 

flux de nutriments (transporters). II peut egalement coder pour une proteine 

toxique, ou encore pour une proteine activatrice ou inhibitrice d'autres genes, 

telle qu'une proteine inhibant un facteur de transcription (domaines de 



repression de type engrailed (Poole et al, 1985) ou corepresseurs par 
exemple). 

Selon un mode prefere, le gene d'inter£t code pour une proteine 
dont ('expression specifique dans Is zone entourant I'embryon permettra de 
jouer sur la taille de Tembryon et/ou son developpement. A titre d'exemple, ce 
gene peut coder pour une barnase ou isopentenyl-transferase. 

Le gene d'interet peut etre place en orientation sens ou antisens. 

La sequence nucleotidique promotrice de 1'invention peut 
egaiement etre associee a un gene marqueur, par exemple un gene permettant 
de seieciionne^ une plante transtormee c une piante qui ue contient pas FADN 
stranger transfecte. Comme gene marqueur, on peut citer notamment un gene 
conferant une resistance a un antibiotique (Herrera-Estrella et al, EMBO J. 2, 
987-995 (1983) ou une resistance a un herbicide (EP 242 246). 

L'invention a egaiement pour objet tout vecteur nucleotidique, tel 
qu'un plasmide, utilisable pour la transformation de cellules hotes, caracterise 
en ce qu'il comprend une cassette d'expression telle que definie 
precedemment. La construction de vecteurs d'expression pour la 
transformation est a la portee de Phomme du metier suivant les techniques 
standards. 

L'invention a egaiement pour objet une cellule hote de plante 

Angiosperme, noiammem ae cerea.b, ua. i Uw;r i er. vecieu- seior 
('invention. 

L'invention concerne en outre une plante transg6nique ou partie 
de plante transgenique, notamment semence, fruit et pollen, generee a partir 
d'une telle cellule. 

Parmi les cellules susceptibles d'etre transferases selon le 
proc6de de l'invention, on peut citer a titre d'exemples des cellules de plantes 
de grandes cultures (maYs, ble, colza, tournesol, pois, soja, orge..) ou des 
plantes potageres et fleurs. Preferentiellement, on peut choisir des plantes 
connues pour contenir de grandes reserves (proteiques, glucidiques et 
lipidiques), notamment les plantes cerealieres ou les plantes oleagineuses. 

Les plantes hybrides obtenues par le croisement de plantes selon 
rinvention, font aussi partie de l'invention. 
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L'invention a egalement pour objet un procede d'obtention d'une 
plante Angiosperme presentant des qualites agronomiques ou nutritionnelles 
ameiiorees, comprenant les etapes consistant a : 

transformer sv moinf ime cellule de plante Anpiosperme oar un vecteur te! 
5 que defini precedemment ; 

- cultiver la cellule ainsi transformee de maniere a generer une plante 
contenant dans son genome une cassette d'expression selon 1'invention. 

La transformation de cellules vegetales peut etre realisee par les 
techniques connues de rtiomme du metier, 
10 On pern citer noiamment ies methoaes ae uansien direci Gt 

genes telles que la microinjection directe dans des embryoTdes de plante 
(Neuhaus et Coll., 1987), I'infiKration sous vide (Bechtold et al., 1993) ou 
I'electroporation (Chupeau et Coll., 1989) ou encore la precipitation directe au 
moyen de PEG (Schocher et Coll., 1986) ou le bombardement par canon de 
15 particules recouvertes de TADN plasmidique d'interet (Fromm M. et al., 1990). 

On peut egalement infecter la plante par une souche bacterienne 
notamment d'Agrobacterium. Selon un mode de realisation du procede de 
Tinvention, les cellules vegetales sont transformees par un vecteur selon 
I'invention, ledit hote cellulaire etant susceptible d'infecter lesdites cellules 
2C vegetales en Dermettant ('integration dans le genome de ces dernieres, des 
sequences nucieotidiques d inter e\ iniiialentem coiiieiiucc cauh \t genorvic 
vecteur susmentionne. Avantageusement, I'hote cellulaire susmentionn6 utilise 
est Agrobacterium tumefaciens, notamment selon la methode d6crite dans 
Particle d'An et al, (1986), ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment 
25 selon la methode decrite dans Particle de Guerche et al, (1987). 

Par exemple, la transformation des cellules v6getales peut etre 
r6alisee par le transfert de la region T du plasmide circulaire extra- 
chromosomique inducteur de tumeurs Ti 6 % Agrobacterium tumefaciens, en 
utilisant un systeme binaire (Watson et al, 1994). Pour ce faire, deux vecteurs 
30 sont constants. Dans Tun de ces vecteurs, la r§gion T a ete 6limin6e par 
deletion, a I'exception des bordures droite et gauche, un gene marqueur etant 
insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de plantes. 
Uautre partenaire du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide 



modifie qui n'a plus de region T mais contient toujours les genes de virulence 
v7r, necessaires a la transformation de la cellule vegetale. 

Selon un mode prefere, on peut utiliser la methode decrite par 
fshid? et af f 1 996) povr\3 transformation des Monocotyledones, 

Selon un autre protocole, la transformation est realisee selon la 
methode decrite par Finer et al, (1992) utilisant le canon a particules de 
tungstene ou d'or. 

L'invention a egalement. pour objet Putilisation des sequences 
nucieoiidiques pro mou ices viseeb preceaemmem, Qq,i cei corisuucticfit 
moleculaires destinees a ameliorer la qualite agronomique, alimentaire, ou 
industrielle d'une plante, en jouant notamment sur la taille de Pembryon ou de 
Talbumen et/ou son developpement 

En effet, une action precoce et specifique sur le developpement 
des tissus de Pembryon et de Palbumen peut etre recherchee : selon la taille 
relative de Pun ou Pautre tissu, il sera possible d'obtenir des graines ou fruits 
enrichis en amidon (gros albumen) et/ou huile (gros embryon), via Putilisation, 
respectivement de genes stimulateurs (hormone du cycle cellulaire par 
exemple) ou de genes inhibiteurs (proteine toxique ou inhibiteur de 
transcription, par exemple). Des albumens sans ernbryons pourraient 
egaiemeni eiib oDxenus seior, ce rnooeie, puu; oti L ; t -^.^\:^:.t j;?i\\e\[f-i 
amidonnerie et semoulerie. 

A titre d'exemple, Putilisation de genes codant pour des hormones 
(cytokinines, auxines) du cycle cellulaire, sous controle des promoteurs decrits 
selon Pinvention, permettrait de modifier les processus de cellularisation et, de 
fa?on corr6Iee, le developpement de Palbumen, au vu des travaux de R. J. 
Scott (1998). 

Une action sur Paccumulation de nutriments dans Pembryon et de 
Talbumen peut §tre egalement recherchee, en utilisant par exemple comme 
genes d f inter§ts, des genes codant pour des transporters de nutriments 
(sucres notamment) aux interfaces plante mere/albumen et albumen/embryon, 
ou des genes codant pour des inhibiteurs de ces transports, pour une 
accumulation differentielle de nutriments dans Palbumen ou Pembryon. 
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^invention vise done egalement des procedes pour modifier les 
qualites agronomiques et/ou nutritionnelles d'une plante, par une action ciblee 
et precoce sur le developpement de rembryon/albumen, utilisant la 
transformation des plantes avec un vecfei.fr selon ['invention. En particulier e!!e 
s'interesse a la modification de la taille et/ou du developpement de 
rembryon/ralbumen. Elle vise egalement Alteration du developpement de 
I'embryon, en vue de produire des grains sans embryons pour les cereales 
notamment, presentant un interet pour les industries de I'amidonnerie et de la 
semoulerie. 

L 5 invention a plus precisemeni poui objei I utilisation d une 
cassette d'expression telle que definie precedemment, pour Tobtention d'une 
plante Angiosperme transgenique presentant des qualites agronomiques ou 
nutritionnelles ameliorees. 

De maniere avantageuse, la plante transgenique obtenue peut 
produire des graines a teneurs en amidon ou en huile modifies en 
comparaison avec une plante non transformee. 

Uinvention concerne egalement 1'utilisation des plantes 
transgeniques obtenues selon I'invention, ou parties de ces plantes, 
notamment semences, grains et fruits pour la preparation de produits derives, 
notamment de produits alimentaires. 

Rentrent egalement aans [ invention ies proouits obienub, que cb 
soit des semences enrichies en huile, farines de semences ou grains enrichis 
en amidon ou en huile. 

Uinvention a enfin pour objet toute composition pour 
Talimentation humaine ou animale preparee a partir desdits produits obtenus. 

Les figures et exemples ci-apres illustrent Tinvention sans en 
limiter sa portee. 

LEGENDE DES FIGURES 

- La figure 1 repr§sente un schema illustrant les etapes du 
clonage des promoteurs Esr. 



La figure 2 represente la carte de restriction du plasmide 
L82/34, comprenant notamment le promoteur pEsrl fusionn6 a Gus. 

La figure 3 represente la carte de restriction du plasmide 
L124/19, comprenant notamment le promoteur pFsr? fusionne a Gus, 

La figure 4 represente la carte de restriction du plasmide 
L127a5, comprenant notamment le promoteur pEsr3 fusionne a Gus. 

La figure 5 represente la carte de restriction du plasmide 
L78a1 , comprenant notamment le promoteur pEsrl fusionne a ipt 

La figure 6 represente Is carte de restriction du plasmide 
L125a2, comprenam notamment le promoieui pLsrk lusionne a tpL 

La figure 7 represente la carte de restriction du plasmide 
L77a101, comprenant notamment le promoteur pEsrl fusionne a Barnase. 

La figure 8 represente la carte de restriction du plasmide 
L126a3, comprenant notamment le promoteur pEsr2 fusionne a Barnase. 

La figure 9 represente une comparaison des sequences 
des promoteurs des genes Esr1, Esr2 et Esr3 (respectivement prEsrl, prEsr2 
et prEsr3, ou SEQ ID n° 1, SEQ ID n° 2 et SEQ ID n° 3), les parties conservees 
etant alignees. 

La figure 10 represente la carte de restriction du plasmide 

pWP280, 



EXEMPLES 
EXEMPLE 1 : 

Expression quantitative Esr1, 2, 3 

Les travaux de Opsahl-Ferstad et aL (1997) ont permis d'identifier 
par "differential display" un amplicon specifique de Talbumen Esr a 1 (numero 
d'acces sur la base de donnees EMBL : X98495) et d'isoler, par criblage de 
banques genomiques et complementaires sur lignee hybride HD5*HD7 (Barloy 
et coll., 1989) et lignee A188 ( Gerdes et Tracy, 1993 ) respectivement, des 
clones correspondants. A partir des sequences genomiques Esr1g1 (num§ro 
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d'acces sur EMBL : X98497) et Esr2g1 (numero d'acces sur EMBL : X98499) 
et Esr3g2 (numero d'acces sur EMBL : X99970) notarnment, trois genes Esr1, 
Esr2 et Esr3 ont pu etre mis en evidence. 

Les suteurs de la presente invention ont evalue lee contribution? 
relatives d'expression de chacun des genes Esr grace a des experiences de 
RT-PCR, digestion par enzymes de restriction et quantification selon les 
methodes connues de I'homrne de metier, a partir de materiel JAP 7 et JAP 9 
(Jour Apres Pollinisation). 

La quantification des differentes bandes identifies sur gel de 
migration reveie cies contributions relatives oe ifa c /c, 5b % ex 2fe % en 
moyenne, pour les transcrits de Esr1, Esr2 et Esr3, respectivement. Le 
promoteur de Esr2 permet done une expression quantitative la plus forte du 
gene qu'il controle. 

EXEMPLE 2 : 

Isolement et clonage des sequences promotrices 

Comme illustr6 dans la figure 1, des fragments contenant les 
phases de lecture ouvertes d'EsM, Esr2 et Esr3 (Opsahl et al, 1997) ainsi que 
des sequences en amont et en aval ont ete sous-clones dans le plasmide 
pBluescript SK+ (Straiagene) seion les methoaes aecnies Cons barnoruuK eia. 
(1989). Ont r6sulte le plasmide L23/7 contenant un fragment Sail de 2,1 kb de 
XEsr1g1, le plasmide L33/1 contenant un fragment BamHI de 3,4 kb de 
XEsr2g1, le plasmide L33/10 contenant un fragment BamHI de 1,9 kb de 
X.Esr2g1 et le plasmide L102c24 contenant un fragment Hindlll de 4,5 kb de 
XE1-111. Des sites Xbal situes juste en amont de la phase de lecture ouverte 
(ICTAGATTCCAIG) ont permis de differencier les promoteurs putatifs des 
phases de lecture ouvertes respectives. En particulier, le fragment Sall/Xbal de 
0,53 kb de L23/7 a ete ddsigne comme promoteur putatif d'Esrl , le fragment 
Hindlll/BamHI de 2,35 kb de L33/1 (partie amont du promoteur) et le fragment 
BamHI/Xbal de 0,14 kb de L33/10 (partie aval du promoteur), celui du 
promoteur putatif d'Esr2, le fragment Hindlll/Xbal de 1,71 kb, celui du 
promoteur putatif d'Esr3 et le fragment Xbal/Xbal de 1,62 kb comprenant le 
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promoteur putatif d , Esr4. Un promoteur Esr2 fonctionnel de 2,49 kb a ete 
reconstitue a partir du fragment Hindlll/BamHI de 2,35 kb de L33/1 et du 
fragment BamHI/Xbal de 0,14 kb de L33/10, dans un plasmide de base de type 

PBSSK+ fStratapene). L 'orientation des fleches sur la figure 1 represente 
Indentation 5'-3\ 

EXEMPLE 3 : 

Structure des sequences en amont des genes Esr 

ueb comparisons erwe ies sequencer cet ;egiiA\i i oca monuc 
deux types d'homologies : une sequence hautement conservee qui correspond 
a une sequence proximale de 265 paires de bases et des sequences de 
retrotransposons dans la partie distale. Comme les sequences de 
retrotransposons sont dans des orientations et positions differentes dans les 
trois promoteurs, elles ne semblent pas jouer un role dans Pexpression des 
genes Esr. Par consequent, les 265 paires de bases contiendraient tout 
('information cis necessaire a une expression de genes specifique de la region 
entourant Pembryon. 

La sequence consensus (SEQ ID n° 7) a ete obtenue apres 
alignement des trois sequences nucleotidiques promotrices et utilisation du 
iogiciei bequencnei c.l ce Genes Coae^ Cotporatiud - K rs * :, W> *i 1 0f : 

Les bases degenerees sont decrites dans Nomenclature 
Committee of the International Union of Biochemistry (1985) : Nomenclature for 
incompletely specified bases in nucleic acid sequences. European Journal of 
Biochemistry 150:1-5. 

En particulier, 

B=C, G ou T mais pas A 

D=A, G ou T mais pas C 

H=A, C ou T mais pas G 

K=G ou T 

M=A ou C 

N=G, A, T ou C 

R=G ou A 
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S=C ou G 

V=A, C, ou G mais pas T 
W=A ou T 

X=G : A s TouC 
et Y=C ou T. 

On observe egalement une homologie entre les regions 
proximales qui s'etend sur environ 500 paires de bases entre le promoteur de 
Esr2 et celui de Esr3, comme defini par les sequences SEQ ID n° 5 et n° 6. 

La presence d'elements agissant en cis est recherchee parmi les 
sequences conservees, la plus remarquaDie ei&rii CiACACCA, ei. isnderr. 
juste 50 bases en amont de la phase ouverte de lecture (figure 9). Cette 
sequence est un bon candidat pour etre un element responsable d'une 
expression g6nique tissu-specifique. La premiere de ces repetitions est 
d'ailleurs placee dans la boucle de la repetition inversee la plus importante 
trouvee dans les trois promoteurs. Les sequences rep6tees plus de deux fois 
ne sont conservees qu'entre les promoteurs pEsr2 et pEsr3, dans la region 
manquante de Esr1 : par exemple les sequences ATTCT et TTTTA, chacune 
etant repetee quatre fois, potentiels enhancers de transcription au vu de 
Texpression plus faible de Esr1 (figure 9). 

Pour demontrer la fonctionnalite des elements cis, des construits 

comprenam des sequences nucieoiiCi^ubc ^.ci ^i-eieet, tusionnec-.! 1 

GUS, ont et6 preparees. 

A titre d'exemple, deux techniques ont ete utilis6es pour creer des 
delations du promoteur Esr2 : 

- par digestion extensive de 5 1 vers 3 f sur le fragment Hindlll- 
Xbal & I'aide du kit Erase-a-base™ de Promega (constructions L140). 

- par amplification PGR de fragments du promoteur 
(constructions L194). 

Les plasmides L140 et L194 contiennent des promoteurs Esr2 
deletes fusionn6s a un gene rapporteur Gus et un terminateur, selon les 
techniques decrites a Texemple suivant. 

Pour I'etape de transformation, les fragments contenant les 
construits 'promoteurs Esr2 d6l6t6s - Gus -ter 1 ont 6te transf6res dans un autre 
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plasmide contenant le construit 'promoteur ubiquitin-luciferase-ter', ce dernier 
servant de standard interne pour quantifier I'activite Gus et corriger Peffet 
position de Tinsertion du transgene dans le genome sur I'expression, variable 

d'une p!ante transformee a ['autre. 

5 

Sont repertories dans le tableau 1 suivant les fragments du 
promoteur Esr2 \ssus de ces deletions. 

Tableau 1 : 
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'I echmqut de 
deletion choisie 


F ragmen i restan; 
du promoteur 
Esr2* 


Digestion kit 
(LI 40) 


985-2493 




1254-2493 




1865-2493 




1874-2493 




1880-2493 




2077-2493 


Amplification 
PCR(L194) 


2163-2493 




2275-2493 




2373-2493 


■•ie r c;etior 6'j pro 





pEsr2 presentee en annexe (SEQ ID n° 2), qui va de Hindlll (AAGCTT ou A = 
position 1) a Xbal (TCTAGA ou A = position 2493) 

15 Pour demontrer la fonctionnalite des sequences nucleotidiques 

promotrices decrites ci-dessus, les inventeurs les ont donees en amont du 
gene rapporteur GUS et ont utilise les construits obtenus pour la transformation 
de plantes. 



20 
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EXEMPLE 4 : 

Preparation des constructs chimeriques 

Toutes les constructions peuvent ete realisees notamment selon 
les methodes decrites dans Sambrook et al. (1989). Les adaptateurs, pouvant 
etre utilises a titre d'exernple pour doner ces fragments en amont des 
differents genes effecteurs, sont decrits dans les cartes de restriction des 
plasmides correspondantes. 

4-1 Construits chimeriques GUS 

Le plssmioe L23/7 '{La\'\ ] c eu- deleit cfuh fraomenl Sac' 
contenant des sites de restriction non souhaitables. Puis un fragment 
Xbal/EcoRI de 2164 paires de bases du plasmide pBI101 (Jefferson et al., 
1987) contenant un gene Gus (codant pour la p-glucuronidase mais depourvu 
de promoteur) et une sequence terminatrice nos, a ete introduit. Le nouveau 
plasmide ainsi forme a alors ete digere par Xhol et le produit de digestion 
contenant la region promotrice associee au gene Gus et positionnee en amont 
de ce dernier, a ete sous clone dans le vecteur pBCKS+ ( Stratagene ) de 
maniere & ce que le promoteur soit a proximity de la zone d'hybridation de 
Pamorce T7, permettant ainsi Pobtention du plasmide L82/34 (figure 2, tableau 
2). 

Seion un protocoie bciii^ioL-tc -ci e^.*. ic; u gyrate ce lestflcuof 
indiquees dans les figures correspondantes, ont pu etre obtenus les plasmides 
L124/19 (pEsr2-GUS, figure 3, tableau 3) et L127a5 (pEsr3-GUS, figure 4, 
tableau 4). 

II est 6galement possible d'utiliser d'autres genes rapporteurs en 
remplacement de GUS, par exemple la GFP (Green Fluorescent Protein, 
Siemering KR et al., 1996), pour confirmer les resultats obtenus avec GUS. 
Selon un protocole semblable a celui decrit pr6cedemment, le fragment Hindlll- 
Xbal du promoteur pEsr2 a et§ fusionne a la sequence codant pour la GFP. 
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Tableau 2 : Caracteristiques du plasmide L82/34 



Fragment 


Position 


Reference 




741-1272 




Gus 


1302-3107 




ter not 


3181-343-* 




cat 


5878-5223 




pBCKS+ 
L23/7 (pEsrl) 
pBIlOl 

L23/7 (en amont) 
pBSSK+ 

pBCKS+ 


1-740 

741-1272 

1273-3436 

3437-3763 

3764-3769 

3770-6428 


Stratagene 

Opsahl-Ferstad et al, 1997* et cet exemple 
Jefferson et al, 1987 

Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 

Stratagene 

Stratagene 



* Tinsert correspond au fragment Esr1g1 dessine dans ia figure 4 
d'Opsahl-Ferstad et al, 1997 



Tableau 3 : Caracteristiques du plasmide L124/19 



Fragment 


Position 


Ref6rence 


pEsr2 


689-3175 




Gus 


3205-5010 




ter nos 


5084-5337 




bla 


7441-6584 




pBSSK+ 
Linker JFB 34 

L33/1 (pEsr?') 
L33/10 vpEsi2' ) 
pBIlOl 
linker JFB56 
pBSSK+ 


1-674 
675-688 

689-3037 
3038-3 lit 
3176-5339 
5340-5346 
5347-7566 


Stratagene 
cet exemple 15 

cet exerrmle ** 

Gpsa,"..-]- f :t\cz :99' e; of. exemple*'' 
Jefferson et al, 1987 
cet exemple 2) 
Stratagene 



** les inserts sont preserves en partie comme fragment Esr2g1 
dans la figure 4 de Opsahl-Ferstad et al, 1997 

1) adaptateur JFB34 : 5'TCG ACTGCAG CCCA 3' 

3* GACGTCGGGTTCGA5* 

2) adaptateur JFB56 : 5'CTAGACCCGAATTCGC 3' 

3' TGGGCTTAAGCGCCGG5' 
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Tableau 4 : Caracteristiaues du plasmide L127a5 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsr3 


689-2390 




Gus 


2420-4225 




ter nos 


4229-4552 




bla 


6656-5799 




Pbssk+ 


1-674 


Stratagene 


Linker JFB 34 


675-688 


cet exemple 


L102c24 (pEsr3) 


689-2390 


cet exemple 


dBT?0' 


2391-455'* 


Jefferson et aL 1957 


linker JFB56 


4555-4561 


cei exemple 


pBSSK+ 


4562-6781 


Stratagene 



4-2 Construits chimeriaues lpt 

Le gene lpt code pour I'isopentenyl-transferase, qui est une 
enzyme impliquee dans la synthese de la cytokinine, phytohormone jouant un 
role dans la croissance cellulaire vegetale. La sequence du gene a ete 
determinee par Heidekamp F. et al (1983). Des travaux anterieurs ont montre 
par ailleurs que cette sequence, sous le controle d'un promoteur specifique de 
Tovule permettait d'augmenter le contenu en matiere seche dans le fruit, chez 
Ib fomate Msrtineau P. et a!. riPP5V 

Selon les methodes de clonage decrites ci-aessus et avec ies 
fragments decides nucleiques et enzymes de restriction indiquees dans les 
figures correspondantes, ont pu etre prepares des construits pEsr1-lpt (figure 
5, tableau 5) et pEsr2-lpt (figure 6, tableau 6). II est egalement possible 
d'obtenir un construit pEsr3-lpt, selon le meme protocole. Pour la preparation 
de ces construits, des sites Ncol (CCATGG) chevauchant le codon ATG du 
debut de la phase de lecture ouverte ont ete utilises au lieu des sites Xbal. 
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Tableau 5 : Caracteristiques du plasmide L78a1 



Fragmen- 


Position 


Reference 


pEsrl 


310-844 




ipt 


846-1565 




ter ipt 


1566-1850 




bla 


2963-3823 




pUC118 


1-231 


Boehringer 


L23/7 (pEsrl) 


232-844 


Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 


mutation ponctuelle 


845. 


Zhang etal, 1996 


vy-J- - 


846- 1 881- 


Zhang et al 1 995 



(pUCii8 1 XS64-4763 | Boehnngei 



Tableau 6 : Caracteristiques du plasmide L125a2 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsr2 


689-3183 




ipt 


3185-3904 




ter ipt 


3905-4189 




bla 


6309-5449 




pBSSK+ 


1-674 


Stratagene 


Linker JFB 34 


675-688 


cet exemple 


L33/1 (pEsr2') 


689-3037 


cet exemple 


L33/10 (pEsr2") 


3038-3183 


Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 


mutation ponctuelle 


3184 


Zhang et al, 1996 


; zRZ : 


3 ] ] of. 


Zhang el r. 199 c 


adaptateur JFB56 


4199-4214 


cei exempie 


pBSSK+ 


4215-6434 


Stratagene 



4-3 Construits chimeriques barnase 

Le gene barnase code pour une RNase. Ce gene a ete isole a 
partir de Bacillus amyloliquefaciens (Hartley, 1988). Son utilisation pour creer 
des plantes males steriles a 6t6 decrite dans la demande EP 344 029 et 
publiee par Mariani et al (1990). 

Dans le cadre de I'invention, les plasmides L77a101 
(pEsrl -barnase) et L126a3 (pEsr2-barnase) d6crits aux figures 7 (tableau 7) 
et 8 (tableau 8) ont ete obtenus a partir du plasmide 'promoteur AS-hamase' 
decrit dans WO 92/11379, par le remplacement du pA6 par les promoteurs 
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pEsrl et pEsr2 respectivement, selon les techniques connues de I'homme de 
metier. 

On peut egalement obtenir un construit pEsr3-Barnase, selon un 

protocols sembiable. 

5 



Tableau 7 : Caracteristiques du plasmide L77a101 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsrl 
Bamase 

ter CaMV 
bia 


80-605 
613-945 

1571-2257 

4324-3467 




pA3 

L23/7 (pEsrl) 
pA3 


1-28 

29-605 

606-4473 


Scott et al, 1992 

Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 
Scott et al, 1992 


Tableau 8 : Caracteristiques du plasmide L126a3 




Fragment 


Position 


Reference 


pEsr2 
Barnase 
ter CaMV 
bla 


43-2529 
2537-2869 
3495-4181 
6248-5391 




pA3 

linker JFB34 

L33/1 (pEsr?'} 
L33/10 (pEsr2 ,! ) 
pA3 


1-28 
29-42 

43-239: 

2392-2529 

2530-6397 


Scott etal, 1992 
cet exemple 

cp* ex era r If 

Gpsaru-reisiad al, \ ti cei exempie . 
Scott et al, 1992 J 
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4-4 Construit chimeriaue antiEsr2 

Le promoteur Esr2 fonctionnel reconstitu6 (2,49kb) decrit a 
Texemple 2 et choisi pref6rentiellement au vu des resultats d'expression 
quantitative decrits a Texemple 1, a etefusionne a la sequence Esr2g2 (Opsahl 
et al., 1997) prise en orientation antisens, elle-meme fusionnee au terminateur 
Nos. Selon un protocole sembiable, on peut obtenir les construits comprenant 
le promoteur Esr2 fusionne aux sequences antisens Esr1 et Esr3 
respectivement. II est §galement possible d'obtenir le meme type de construits 
chimeriques avec les autres promoteurs Esr selon Tinvention. 
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Des construits comprenant le promoteur constitutif 35S fusionne 
aux sequences antisens Esr decrites ci-dessus ont egalement ete obtenus. 

5 EXEMPLE 5 : 

Obtention de plantes transgeniques (necessite de la 
transformation stable du mais) 

Des experiences d'expression transitoire utilisant la 
transformation par bombardement de cellules vegetales, avec des construits 

io chimeriques pbsr-GUS et promoieui corisiiiuu>Gufc lespectivemenU front pai 
donne de resultats mettant en Evidence la specificite depression des 
promoteurs testes : aucune activite GUS n'a ete visualisee dans la zone definie 
par les cellules Esr. La petite taille de cette zone et d'autres particularites 
propres pourraient expliquer le fait que la technique est inadaptee en 

15 conditions standards pour une expression transitoire. A titre d'exemple, les 
promoteurs constitutifs testes en controle sont les promoteurs actine de riz 
(McElroy et al., 1992), ubiquitine de mais (Christensen et al., 1996), Adh de 
ma'fs (Dennis et al., 1984) et 35S (Odell et al., 1985), ont donne une coloration 
bleue dans tout Talbumen, demontrant la fonctionnalite du systeme de 

20 transformation, mais pas dans la zone entourant Pembryon, ce qui confirme 
i inaQapiauon qu systeme a ceue zuut.. 

La transformation visant une expression stable devenait done 
necessaire pour etudier la specificite d'expression des promoteurs selon 
Tinvention. 

25 

5*1 Canon a particules 

La m6thode utilis6e repose sur Tutilisation d'un canon a particules 
identique a celui d6crit par J. Finer (1992). Les cellules cibles sont des cellules 
indifferenciees en divisions rapides ayant conserve une aptitude a la 
30 regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules compose le cal 
embryogene (dit de type II) de maTs. Ces cals sont obtenus a partir d'embryons 
immatures de genotype Hill selon la methode et sur les milieux d6crits par 
Armstrong (Maize Handbook ; 1994 M. Freeling, V. Walbot Eds ; pp.665-671). 
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Ces fragments des cals cTune surface de 10 a 20 mm 2 ont ete disposes, 4h 
avant bombardement, a raison de 16 fragments par boite au centre d'une boTte 
de Petri contenant un milieu de culture identique au milieu d'initiation, 
additionne de 0.2 M de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides decrits 
dans les exemples precedents et portant les genes a introduce, sont purifies 
sur colonne Qiagen R en suivant les instructions du fabricant. lis sont ensuite 
precipites sur des particules de tungstene (M10) en suivant le protocole decrit 
par Klein (1987). Les particules ainsi enrobees sont projetees vers les cellules 
cibles a I'aide du canon et selon le protocole decrits par J. Finer (1992). Les 
boiies oe cais ainsi bombardees son* ensuite sceiieet a raiae de Sceliorfal* F 
puis cultivees a Tobscurite a 27°C. Le premier repiquage a lieu 24h apres, puis 
tous les quinze jours pendant 3 mois sur milieu identique au milieu d'initiation 
additionne d'un agent s6lectif. On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des 
cals dont la croissance n'est pas inhibee par I'agent selectif, habituellement et 
majoritairement composes de cellules resultant de la division d'une cellule 
ayant integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs copies du gene 
de selection. La frequence d'obtention de tels cals est d'environ 0,8 cal par 
boTte bombardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis cultives de 
faqon a regenerer des plantules, en modifiant Tequilibre hormonal et osmotique 
aes ceiiuies seion ia meu»OGe cecfite pa; Vair t e\ a.. K \^L^\. f! cf:ief 
ensuite acclimatees en serre ou elles peuvent etre croisees pour Tobtention 
d'hybrides ou autofecondees. 

5-2. Transformation par Aarobacterium 

Une autre technique de transformation utilisable dans le cadre de 
Tinvention utilise Agrobacterium tumefaciens, selon le protocole decrit par 
Ishida et al (1996), notamment a partir d'embryons immatures de 10 jours 
apres la fecondation. Tous les milieux utilises sont references dans la 
reference citee. La transformation debute avec une phase de co-culture ou les 
embryons immatures des plantes de mafs sont mis en contact pendant au 
moins 5 minutes avec Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 contenant les 



( 
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vecteurs superbinaires. Le plasmide superbinaire est le resultat d'une 
recombinaison homologue entre un vecteur intermedia ire porteur de I'ADN-T 
contenant le gene d'interet et/ou le marqueur de selection derive des plasmides 
decrits dans les exemples precedents, et le vecteur pSB1 de Japan Tobacco 
(EP 672 752) qui contient : les genes virB et virG du plasmide pTiBo542 
present dans la souche supervirulente A281 d'Agrobacterium tumefaciens 
(ATCC 37349) et une region homologue retrouvee dans le vecteur 
intermediate permettant cette recombinafson homologue. Les embryons sont 
ensuite places sur milieu LSAs pendant 3 jours a I'obscurite et a 25°C, Une 
premiere selection est efiecu/et su: iet can uansformes : lei csk 
embryogenes sont transferes sur milieu LSD5 contenant de la phosphinotricine 
a 5 mg/l et de la cefotaxime a 250 mg/l (Elimination ou limitation de la 
contamination par Agrobacterium tumefaciens). Cette etape est men6e 2 
semaines a I'obscurite et 3 25°C. La deuxieme etape de selection est realis6e 
par transfert des embryons qui se sont d6veloppes sur milieu LSD5, sur milieu 
LSD10 (phosphinotricine a 10 mg/l) en presence de cefotaxime, pendant 3 
semaines dans les memes conditions que precedemment. La troisieme etape 
de selection consiste a exciser les cals de type I (fragments de 1 a 2 mm) et a 
les transferer 3 semaines a Tobscurite et a 25°C sur milieu LSD 10 en 
presence de cefotaxime. 

La regeneration oet pic^tJieL c-r. i : :~hu.-ee sr, excise nt let celt 
de type I qui ont prolifere et en les transferant sur milieu LSZ en presence de 
phosphinotricine a 5 mg/l et de cefotaxime pendant 2 semaines a 22°C et sous 
lumiere continue. 

Les plantules ayant regenere sont transferees sur milieu RM + G2 
contenant 100mg/l d'Augmentin pendant 2 semaines a 22°C et sous 
illumination continue pour T6tape de developpement. Les plantes obtenues 
sont alors transferees au phytotron en vue de leur acclimatation. 
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5-3 Mode pre fere pour les construits barnase : re- 
transformation de cals act-barstar 

Les construits chimeriques barnase decrits a I'exemple 3 peuvent 
etre utilises pour des transformations classiaues selon Tune ou 1'autre des 
techniques decrites precedemment. 

Selon un mode prefere, adapte au caractere toxique de la 
barnase, on utilise pour la transformation des cals pre-transformes contenant le 
gene barstar, qui code pour un inhibiteuf specifique de la Barnase (Hartley, 
1988). Ce gene sert de -'protection' pendant le processus de regeneration de 
ces cais, qui se essentieliern&ni a parlit de remfcnyoge: :est- cuei ie rnau . 

etape a : obtention d'une lignee exprimant le barstar et un 
plasmide contenant le gene de resistance a rhvaromvcine : Une premiere 
etape de transformation est realisee selon Tun des protocoles decrits, avec le 
plasmide pWP280 contenant la cassette pActin-intron~Barstar~Nos poly A. 

Cette cassette a 6te obtenue selon les etapes suivantes : le 
fragment barnase a ete ampiifie par PCR 3 partir du plasmide pTG2 (Horovitz 
et al, 1990) puis sous-clone en tant que fragment Xba1/Hindlll dans le 
plasmide pBluescript KS+ (Stratagene) donnant le plasmide pWP1 18. 

Le gene barstar a ensuite ete transfere en tant que fragment 
Xba1/Hincll dans un site Xba1/Sma1 du plasmide pW90, derive du plasmide 
pji i bu oecui pai Guerineau ei at ('i b&0; ^prorncteu: ccL^a!/. . :e:ii^iaoe u-a: it 
promoteur double 35S et la region poly/inker entre les sites Xba1 et EcoR1 
remplac6e par les sites Spe1, BamH1, Sma1 et Pst1). 

La region polyA CaMV du plasmide obtenu est remplacee par la 
region nos polyA de pED23 (Dale et al, 1991) formant le plasmide pWP266. La 
region promotrice double 35S CaMV est enfin remplacee par le promoteur 
actine du riz et Tintron issu de pCOR113 (Mc Elroy et al, 1991) formant le 
plasmide pWP280 (figure 10). 

Les plantes "promoteur actine-barstar" ainsi produites sont 
analysees par Northern Blot pour identifier les plantes exprimant correctement 
TARNm codant pour Barstar. Les plantes ainsi produites fournissent des 
embryons exprimant le gene Barstar, qui serviront a la production de cals de 
type II selon les techniques connues : mise en culture des embryons sur milieu 
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d'induction de la callogenese et repiquage sur milieu selectif contenant de 
I'hygromycine. 

- etape b : tran sformation de ces cals avec le construit chim^rigue 

5 barnase : 

Les cals act-barstar obtenus a Tetape precedente sont ensuite 
bombardes selon la technique decrite au point 5-1 par les construits 'prornoteur 
Esr-barnase* precedemment decrits avecun plasmide conferant la resistance 
au Baste (pDM302, Mc Eiroy et al, 1991). On separe ensuite les deux genes 

10 dans la oescendance pai segregation, poui voji ieiiei Qt sbu< consuui; 
prornoteur Esr~barnase. 

De meilleurs resultats, notamment en ce qui concerne I'efficacite 
de transformation et le nombre de plantes regenerees, ont et6 obtenus selon 
ce mode prefere, en comparaison a la technique classique qui vise S 

15 transformer directement les cals par les construits 'Esr-barnase\ 

EXEMPLE 6 : 

Mise en evidence de la fonctionnalite des sequences 

20 promotnces (cas des construits GUS) 

Afin de detecier I acuviie p-giucuionioabb, ,es grfair.t at. u^k 
issus de plantes transformees par le canon a particules sont recoltes a des 
stades precis du developpement et coupes le long de I'axe longitudinal, lis sont 
incubes en presence de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronic acid (X- 

25 GIcA, Duchefa), a 37°C pendant 24 heures (Jefferson et al., 1987). 

Dans le cas de construit Esr2-Gus notamment, la coloration bleue 
est delimitee au contour de I'embryon au 4 6me et 5 6me jour apres pollinisation, 
puis seulement au niveau suspenseur les 6 6me et 7 6me jours, et enfin a la base 
du suspenseur aux jours 9,12, 13 et 15. 

30 Ces resultats depression dans les plantes transgeniques 

d§montrent que les fragments 5 1 d6crits dans la presente invention 
correspondent a des promoteurs fonctionnels et qu'ils sont suffisants pour une 
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expression spatio-temporelle correcte, en accord avec les resultats anterieurs 
de Opsahl et al (1997). 

[.'utilisation de ces s6quences nucleotidiques promotrices dans 
de? constructions moleculaires destinees a amefiorer !a oualite aaronomique, 
alimentaire ou industrielle d'une plante, est particulierement interessante pour 
modifier la taille de I'embryon ou de Falbumen et/ou son developpement. 
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REVENDICATIONS 



1. Sequence nucleotidique promotrice isolee permettant une expression des 
sequences codantes auxquelles elle est liee, ladite expression etant i) 
specifique de la region de i'albumen entourant Tembryon dans les graines 
des Angiospermes et ii) intervenant en particulier dans les stades precoces 

ou aeveioppernerri oe ralDurvicrf . 

2. Sequence nucleotidique promotrice selon la revendication 1 , isolee a partir 
de cereales, notamment de mais. 

3. Sequence nucleotidique promotrice selon Tune quelconque des 
revendications 1 ou 2, comprenant une sequence choisie parmi les 
sequences SEQ ID n°1, n°2, n°3, n°4, n°5, n°6 ou n° 7, ou toute sequence 
homologue de celles-ci. 

4. Sequence nucleotidique promotrice selon Tune quelconque des 

• 6 V 6 n G M'£ u C : fi £. p' BC60 ^Tilvr-t. ; CO PA pi 6; He Hi fcrfi OUtfC >. • * (~ l €- r "^- ? ';* '' f - C I • i h U- 1 : " 

cis defini par le motif CTACACCA, de preference repute en tandem. 

5. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique promotrice 
selon Tune quelconque des revendications precedentes, liee de maniere 
operante a au moins un gene d'interet. 

6. Cassette d'expression selon la revendication 5, dans laquelle le gene 
d'interet code pour une proteine choisie parmi une proteine impliquee dans 
le d6veloppement de I'embryon et/ou de I'albumen, la croissance cellulaire, 
le metabolisme des sucres ou celui des acides gras, une proteine toxique, 
et une proteine inhibitrice de la transcription. 




7. Cassette cf expression selon I'une quelconque des revendications 5 ou 6, 
dans laquelle le gene d'interet code pour une proteine choisie parmi la 
barnase ou I'isopentenyltransferase. 

8. Vecteur d'expression contenant une cassette d'expression selon I'une 
quelconque des revendications 5 a 7. 

9. Cellule note de plante Angiospenme, hotamment de cereale, transformee 

par un vecteur selon la revendication 8. 

10. Plante transgenique ou partie de plante transgenique, notamment fruit, 
semence, grain, pollen, generee a partir d'une cellule selon la revendication 
9. 

1 1. Plante ou partie de plante selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une cereale ou d'une plante oleagineuse, choisie notamment parmi 
le mats, le ble, le colza, le tournesol, preferentiellement le ma'is. 

12. Plante transgenique hybride obtenue par croisement de plantes telles que 

definies dans I'une quelconque des revendications 10 ou 11. 

13. Precede d'obtention d'une plante Angiosperme presentant des qualites 
agronomiques ou nutritionnelles ameliorees, comprenant les etapes 
consistant a : 

- transformer au moins une cellule de plante Angiosperme par un vecteur 
selon la revendication 8 ; 

- cuitiver la cellule ainsi transformee de maniere a generer une plante 
contenant dans son genome une cassette d'expression selon I'une 
quelconque des revendications 5 a 7. 

14. Utilisation d'une cassette d'expression telle que definie dans I'une 
quelconque des revendications 5 a 7, pour I'obtention de plante 
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Angiosperme transgenique presentant des qualit6s agronomiques ou 
nutritionnelles ameliorees. 

15, Utilisation selon la revendication 14 r pour I'obtention d'une plante 
transgenique productrice de graines a teneurs en amidon ou en huile 
modifiees en comparaison avec une plante non transformee. 

16. Utilisation de plante ou partie de plante, notamment semence, grain et fruit, 

telle que definie dans Tune quelcorique des revendications 10 a 12, pour la 

preparation ob pi courts derives, nciammerrt oe picouit siiniemaire* 



A 



LISTE DE SEQUENCES 

<110> Biogerama 

<120> Promoteurs specifiques de l'albumen des graines de 
vegetaux 

<130> BFF 99/496 

<140> 
<141> 

<16 0>_7_ , 

<170> Patentln Ver. 2.1 
<210> 1 

<211> 531 . 

<212> ADN 
<2I3> Zea mayt 

<400> 1 

gatcattaag gactaagcag tctttttccc tttcggcttg catcatcttt agtcttcatc 60 
actattataa gccgaagcta ttaccccttg gctatagctt cggtgttcat ctttattatc 120 
ttcggactat gtcttcacct tgtatacctt tgtcttgggg gaaaaccttc atcctgaagc 180 
cgaagctccc tgtaataatt catatcatgc taaaaataaa tggtcagtcc tgtttttgag 240 
gaccttcgga agaggaaggc cccccaacaa gacgattaac tagtattgtc tcactgcatt 3 00 
gtttttttgg cacttcatca ataatgcctc aatagcatac ttcattttag gaactttatt 360 
aaaactgtct taaaataggg ccaagtcata aattcattca aagtgactct tcatttctta 420 
cttcctatct ttggtggttt tgtatatata tatgttcatg gttgagtgat gttcctacac 480 
cactacacca cacgttagat atatatacag aaaatagctt cactatctag a 531 



<210> 2 
<211> 2493 
<212> ADN 
<213> Zea mays 

<400> 7 

caccttLicc 99 LgaLQciciC cacctciac; a.ci:a&Lac v c.uc::aacc caaciacctc r C 
gctgtgtttt tgaggacctt cggaagatga aggcccccaa cacatcccat gcatcaagtc 120 
cccatgactt gcaaaaaagc aaattttatc aaaatttctc ataaaacact tgaaaacatt 180 
tctctttttg aaaagtgtag agcactagca actgtctact aaaaaggttc ccaaatttct 240 
gggtataaca atcgcatggt aaataacaca aaggaaatcc tactaagagc agtaatttgg 3 00 
ctaaaacaat agtgagcatt ttaatgtaat agggaatagg agcatgcaat acttgtgttc 360 
tttcagggtt ttgatgtcct caaaagtgtg cccccctggg gcagttgcaa cactcaaaat 420 
ctactcgtat acataaagaa acatgggcac aaaataagaa acaatactca aattatgaaa 4 80 
aaggttcaaa tggtcctata attattgtag acattttaga atttatttta gaccaaaacc 540 
atttaaattt ggtttaaaat gagttagata ttaatattta ttcagtttat agttatttgg 600 
gacatttatt tacttaacta taacttctag ggttttaaaa gtaaattttg ggtccctagt 660 
tggaactagc tcagattgct ggttgatttc cataaaagtc gaggttcctt tagcaaaaat 720 
ccacggtgaa caagggggag ataggtgttg accgatatct ctaaattttg atcgttggac 780 
ggcacatgga tgtctcagat taaatggtgg atgtgcaagc gacgcgcaca cgatggagga 840 
atggcttcac gacggtgggc tactagagct ggctacgtca accaatggag ggctcggtca 900 
aggtcaaaat ttgttgccaa gccactgtgg ctcacgatga gtcgattgag cacatatcaa 960 
ggtcgagggt caaccagagg ggcaagatcg atggtgcagt ggtgttctcg atggaagggg 102 0 
aaacttcggt gagcaattca agatttccta tcatgtgacc gggtcaggga atgggcgcat 1080 
ggggtttggt accttctggt gcacatcatg ttgctgtatc gatgtcaagg gagcattagg 114 0 
gttcacgagt cagcgatgac gggcatggtg ggacttgtgt caccatggtt cgatcaacta 1200 



gggacgatag agctctatga agtttcacaa cttcctcaca ctctagggat catggtgaca 1260 
aaggtgggga ggacggggcg tctctagtga gggtggaatg cagttctgtc acgtgggaat 132 0 
agtggcggca tcgcttgtaa tgaataaaag gtgcttgggt ggctgggaag tgcaatatga 1380 
gggaagtagt tggtgcgggg atgttccttt tataagggag caccattgat taatggaaga 144 0 
caatgacaca aagggtggtg cgacagttta aagctcgaat gctgctaggg gtgctcaagg 1500 
ttaaaagatc aggcatcagg gaggaaaggc agggataaaa tttctttact ccagttgtgg 1560 
ggtgatgggg acaagggtag tgctcaagca agggagggcg agttcagcgc agagatgcct 162 0 
gttgtgacac atgggggggg gggaattgga ggttggggtt gaccaggtga cgttatggcg 168 0 
toacccagag aagagaccca ctgatgggga aaaaaggtgc caacaggtgg ggaccaaggt 1740 
gtcagtgact caccgtgaca tgttattgga aagttacgtc cggaa-Lggtt tgggcctgac I&OC 
tgatctaggc tggctcgggc actgtgctga tcctttaatt tctccattcc caatttaagt 1860 
tgaattttta attcaaatca aatgactcca aatctctcca aaaftaccaa aatatagaat 192 0 
atttagatga atatgttggt ggagtttggg ctccgctttt ggttagtatg tttgtataaa 198 0 
aataatttct ctccttttgt cacttccaat attgacttaa atttttatgt agcaatgcca 2040 
acttttttta gtagtgtgcc acttatagca caaaaactat atccattttc taatagtcct 2100 
tgaaatccac attctatttt tagccattct tcaaaattgg cacaaaacta ggaaaattta 2160 
atacattctt gccataacat attctagtgc aaatgttaac tagattgctc aatattagca 222 0 
aacttctttt gtaagattca .ttaatattgc tacattgcat acttttttag aagttcatca 2280 
ataatocctc sttaccetac ttcsttttac-' ca a cttgatt zaasccocct taaaatagac 2^40 
ccaactgacc gatccattia aaggtcattc tuau^cu acuccuu lU S9^S9^ 
tatgtttata tatgtgtggg tggttgaatg atgttcctac accactacac cacacgttgg 2460 
acatatatat ggaaaatagc ttcacagtct aga 2493 

<210> 3 
<211> 1708 
<212> ADN 
<213> Zea mays 

<400> 3 trn 
aagcttagaa attttaaaaa aagccaggca agcgttggtg tgcaaagagc taaaaattag 60 
gaagacaaga gaacacggca agaaagcatg ctaaatgtgc tcgcggtgcg ttcttattta 120 
tacgctcaat acgttgcaag tggtagggcc ccacttgtca ttgactattg ctattctagc 180 
aaagggaagg tgtttttcgg accttcggct taaggccttc gtccatatcg caatctgaat 240 
ttatcattct aacaaattaa tattgtgagg ggctactgtt gggggccttc gacttcrgaa 3 00 
ggtcctcaaa aactggttta acagtgtttc tggagtataa tgcataaaca ggtatcttcg 360 
ggtttggatc agaactacaa catgaagagg cacaaagaac acgaaggttg gcgcagagcc 42 0 
gaagctcacg tgtaggagag cttcggcacg acagcagaaa aagggaaccg acttaaaagg 480 
aaecactett cacacctcae tgaatttcta tacctcatta ccaaatgtaa agggcatgae 54C 



C C c. cz 



tctaattttc catcggctci cicctigcc- _ 

tcacgctgac ttggcattcg ctttttgcat cacgcttgta cccttgcttt ccttcaaacc 660 
gaaggtacat ctataatttg ttattgtgtt attgtggata tggtaatgca aataaaaata 720 
agttgatgat aatgtttata ttatttttcg tatttcatat atgaattctt cctcatcatt 780 
tattgtgctt acgaaggttt ttccttcaaa atctttgtcc ggaattcatt atatccgaag 84 0 
ggaaataatg tctcgaagga cgaaggactt tgatatttaa cacttttcat gttgccttgt 900 
tcttgactct tagcatttga gaacaagtcc ccaacagctc ctaagctctt ctttgaagaa 960 
acaactacta gatgaagttt ctccaaaagt acgtccattg aatggagtaa agagtcattt 1020 
gacctctcgg aataaaatta aaatgagaat aagtaagaat aaaacacctc tattatcaaa 1080 
tctaggccat acaaacattg ggtattacta -aaaaatagct aatgccatct ttcaacattt 1140 
ggaagttaaa accaaccaat cctcactcat tcccaagaaa tattggatca tatttaacat 12 00 
tttgtgtcac ttacaaaaat ggcttaatct tttatgcggc aatgccaacc ttttttagca 1260 
gggtgccact tgtaacatga aaactataac tattttcaaa tagtaccttg aaattcgcat 1320 
tctattttta tgcattcttc aaaattgaca caaattaaac taggagaatt caatacattc 13 80 
ttgccataac atattctaat gcaaatatta agtagattgc tcaacatcgg tacacatctt 1440 
ttggacgatt aattagtatt gtctcactac attctttgtt ttagcagttc atcaataatg 1500 
cctcaatagc atacttcatt ttaggaactt tatgaaaatt gtcttaaaat agggccaagt 1560 
cacaaatcca cttcaaaggt gactcttcat ttcttacttc ctatctttgc ttgtttttgt 1620 
atatatatgt gtggatggtt gagtgatgtt cctacaccac tacaccacac cttagacaca 1680 
tatatggaaa atagcttcac tgtctaga 
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<210> 4 
<211> 1232 
<212> ADN 
<213> Zea mays 



<400> 4 

tegttCctgc aaaagtagtg agtgtttata cacctatgcc aatgaataac ctctaactac 60 

cctcatgtac tggcctggtg tttggtaaac atgaagcaat aatttcctcc taicaaaata I2C 

cgggtctcaa gctgcatgtg aaaaataata aatatttttt tgaagtgaat gaaaaatgat 180 

aaatatgaaa cagtaaatct ttccgttgaa aaagtacatc tctattatta acgataacct 240 

atatatcaat ctacaatgcg ctcatctgca tctcgatgca tactttcatc attttatgaa 300 

tgtactttaa tgataagaag gattagaatg ttcttgtttt cctcttattc ttaccttttt 360 

caaaattatc agtttccaat gtctgaatat gcaatgcatt ataaacccta gtcagcatat 42 0 

atcaagtcga tatataatgc tatatgttta agaaetggtg ctgagtatgt ctactcaaca 480 

tattttttag ctattggatc gagcagttta g.taaaggtaa actacattta tctatcttca 540 

agttgtattt tcccaccctt aaattatgaa agggagtaac gctccactcc aactgttgaa 600 

agogaacaaa r ttoctrtrr go a ctcsrti ca t t got. got tctctatttr ttaaaacaac €€C 
aaaaaaacaL aT-Ct.gt.'Lcc.c cgaaaat C9a taatt aaLLa aLcaLaaau l ^cccc a a.aaa ^ l 

ctatatgaaa ctagttatag ttttcttcta aaattattgt ctgtctgttg gtgctctagt 780 

tatagagtta taacatgaaa actatagcca ttttcaaata gtgccttgaa attcattttt 840 

gtttagccat tcttcaaaat tgccaccaaa ccaggagaat ttattaataa attcacgcca 900 

taacatattc tagtccaaat gttaagtgga ttgctcaata tcattatact tcttttggac 960 

gattcattag tactgccttg ttgcatactt tgttttagca gttcatcaat aatgcttcac 1020 

tagcataatt catgttagga acttgattaa aactgcctta agaacatggc aaagtgataa 1080 

atccacttca aaggcaatta ttaatttctt acttcctatc tttggtggtt tttgtatata 1140 

tgtgtgtggg tggttgagtg atgcacacat tttcctacac cactacatca caccttggac 12 00 

atatatgtga aaaaatagct tcgcagtcta ga 1232 



<210> 5 
<211> 499 
<212> ADN 
<213> Zea mays 



<400> 5 

ttttgtcact tccaatattg acttaaattt ttatgtagca atgccaactt tttttagtag 60 

tctcccsrr: at agcacaaa aactatatce atrtttctaat actccttgae a t cca cattc 12 C 

l&l lLILg^c CGiicticaa aaL^g5Cc.ca aaaccaocac. c.a'CLi.&£Lc^ c 1 1 c i lcccc ~ L > 

taacatattc tagtgcaaat gttaactaga ttgctcaata ttagcaaact tcttttgtaa 240 

gattcattaa tattgctaca ttgcatactt ttttagaagt tcatcaataa tgcctcatta 300 

gcatacttca ttttaggaac ttgattaaaa ccgccttaaa atagagccaa gtgacggatc 360 

catttaaagg tgattcttaa tttcttactt cctatctttg gtggcttatg tttatatatg 420 

tgtgggtggt tgaatgatgt tcctacacca ctacaccaca cgttggacat atatatggaa 480 
aatagcttca cagtctaga 499 



<210> 6 
<211> 507 
<212> ADN 
<213> Zea mays 



<400> 6 

ttgtgtcact tacaaaaatg gcttaatctt 
ggtgccactt gtaacatgaa aactataact 
ctatttttat gcattcttca aaattgacac 
tgccataaca tattctaatg caaatattaa 
tggacgatta attagtattg tctcactaca 



ttatgcggca atgccaacct tttttagcag 60 

attttcaaat agtaccttga aattcgcatt 120 

aaattaaact aggagaattc aatacattct 180 

gtagattgct caacatcggt acacatcttt 240 

ttctttgttt tagcagttca tcaataatgc 300 



4 



ctcaatagca tacttcattt 
acaaatccac ttcaaaggtg 
tatatatgtg tggatggttg 
atatggaaaa tagcttcact 



taggaacttt atgaaaattg 
actcttcatt tcttacttcc 
agtgatgttc ctacaccact 
gtctaga 



tcttaaaata gggccaagtc 3 60 
tatctttgct tgtttttgta 420 
acaccacacc ttagacacat 480 

507 



<210> 7 
<211> 265 

<213> Zea mays 



<400> 7 

namgattmay tartattgyy wcaytrcatw 
cawtagcata cttcatttta ggaacttkat 
rratycantt yaaagntgay tcttmatttc 
tatatrtgtk srtggttgar tgatgttcct 
ayrgaaaata gcttcacwrt ctaga 



snttnttttr gmasttcatc aataatgcct 60 
kaaaayygyc ttaaaatagr gccaagtsay 120 
ttacttccta tctttgstkg yttwngtwta 180 
acacoactac accacacstt * rgayayatat 240 

265 
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Repetition CTACACC en tandem 
Repetition TTTTA — — Repetition ATTCT 
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